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Abstract 
A series of 7 growth experiments with Metallogenium sp.was con- 
ducted in a flow-through reactor (chemostat). The results demon- 
strate that Metallogenium sp.grows under simulated lake water con- 
ditions in the laboratory. Metallogenium reacted in the chemostat in
the same way as a microorganism. The growth rates of the microor- 
ganism Metallogenium were determined. It can be concluded there- 
fore that the maximal growth rate at a temperature of 15 °C was 
0.7 d -1. 
1. Einleitung 
Unter den verschiedenen manganoxidierenden Mikroorga- 
nismen nimmt Metallogenium spec. wegen seiner grol3en 
6kologischen Bedeutung und seiner weiten Verbreitung eine 
herausragende Stellung ein, wie durch die Untersuchungen 
von Massenentwicklungen im Hypolimnion von verschiede- 
nen Seen (DIEM 1983; GREGORY et al. 1980; JAQUET et al. 
1982; KLAVENESS 1977) belegt ist. 
Bis heute ist die Einordnung von Metallogenium spec. als 
Manganbakterium u stritten, da bisher kein nachhaltiger 
Beweis ftir zellulS.re Strukturen bzw. ftir die biologische Bil- 
dung der manganinkrustierten Sternstrukturen rbracht wet- 
den konnte. Auch wenn die sternf6rmige Bildung yon Metal- 
logenium spec. eine leblose Struktur sein sollte, schliel3t dies 
eine biogene Entstehung solcher Strukturen keineswegs aus. 
Jedoch blieben die zum Nachweis des biogenen Ursprungs 
von verschiedenen Wissenschaftlern (GREGORY et al. 1980; 
KLAVENESS 1977; SCHMIOT 1979) durchgeftihrten Kultur- 
experimente bisher ohne eindeutigen Erfolg oder lieferten 
umstrittene, unreproduzierbare Ergebnisse. Demgegentiber 
gibt es verschiedene Hinweise, die Metallogenium spec. mit 
biologischen Prozessen in Verbindung bringen. 
Mit eigenen Kulturversuchen sollten weitere Indizien 
daftir gefunden werden, dal3 an der Bildung von Metalloge- 
nium-Strukturen Mikroorganismen beteiligt sind. 
2. Material und Methoden 
Die ftir die Metallogenium-Untersuchung genutzten Proben stam- 
men aus dem Hypolimnion der Wahnbachtalsperre (Nordrhein- 
Westfalen), wo besonders gegen Ende der Stagnationsperiode regel- 
m~igig r6gere Mengen Metallogenium spec. gefunden werden (vgl. 
dazu auch CLASEN 1969). Die in dieser Studie als Untersuchungsob- 
jekte genutzten Strukturen sind identisch mit dem von BEGER (1935) 
beschriebenen Leptothrix echinam und dem von PERFILEV & GABE 
(1961) beschriebenen Metallogenium personatum (s. a. ZAVARZIN & 
HiascH 1974; ZAVARZIN 1981) und werden fortan ,Metallogenium" 
genannt. 
Die Versuche zur Kultivierung von Memllogenium fanden in 
einem kontinuierlichen Durchflugreaktor statt. Das Kulturvolumen 
des geschlossenen Glasreaktors betrug 3 1. FOr alle Kultivierungs- 
versuche kam als Kulturmedium aus der Wahnbachtalsperre gef6r- 
dertes Rohwasser zum Einsatz. Die wichtigsten chemischen Para- 
meter des verwendeten Rohwassers sind in der Tab. 1 zusammenge- 
stellt. Dieses Wasser wurde vor der Nutzung mit 0,5 mg Mn2+/1 (aus 
einer MnSO4-L6sung) supplementiert und tiber 0,2 ]am Membran- 
filter sterilfiltriert. Anschliegend wurde das Kulturmedium kurz mit 
Stickstoff begast, um den Sauerstoffgehalt nf Werte zwischen 
0,5 und 2 rag/1 einzustellen. Die Aufstockung des gel6sten Mangans 
und die Stickstoffbegasung erfolgten, um Milieubedingungen ei zu- 
stellen, die denen fihnlich sind, wo in der Wahnbachtalsperre die 
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Tabelle 1. Chemische Charakteristik des eingesetzten Rohwassers ffir das Kulturmedium. 
Table 1. Chemical characteristics of the water from the Wahnbach reservoir used as medium. 
Mittelwert Maximum Minimum Standardabweichung 
Gel6ster Sauerstoff [mg/1] 9,5 10,1 8,6 0,3 
Leitf'~higkeit [mS/m] 21,1 21,3 20,9 0,1 
SRP [p g/I] 1,1 3 1 0,5 
Nitrat [mg/1] 16 17 14,8 0,5 
Gel6stes Mangan [pg/1] 3 14 1 2,8 
DOC [mg/1] 1,5 1,7 1,4 0,1 
TIC [mg/1] 6,5 7,3 6,1 0,3 
gr6gten Metallogenium-Abundanzen gefu den wurden. Gleichzei- 
tig sollten fiir eine problemlose Identifikation und ZS.hlung yon Me- 
tallogenium die typischen stemf6rmigen Strukturen ausreichend mit 
Mangan inkrustiert sein. 
Der Reaktor und alle Zuleitungen und Verbindungsteile (Glas 
und Silikon) wurden dutch Autoklavieren bei 120 °C ffir 30 Minuten 
sterilisiert. Ffir die Startbeimpfung land unbehandeltes Rohwasser 
ans der Wahnbachtalsperre Verwendung, welches reich an Metallo- 
genium war. W~hrend es Versuches herrschten im Reaktor keine 
sterilen VerhSltnisse (keine Reinkultur von Metallogenium). Die 
Versuche fanden in einem klimatisierten Raum bei 15 °C statt. Eine 
konstante Zuflugrate j Versuchsansatz sicherte ine Peristaltikpum- 
pe mit elektronischer D ehzahlregulierung (Masterflex ; Motor ,,Di- 
gital", Pumpenkopf ,,easy-load"). Die Konstanz der Flugrate wurde 
wiederholt dutch die Messung des aus dem Kulturgefiig abfliegen- 
den Volumens kontrolliert. Ffir eine schnelle Verteilung des zu- 
fliegenden Kulturmediums und weitgehend homogene Verh~iltnisse 
im Reaktor sorgte der kontinuierliche Betrieb eines Magnetrtihrers 
(Drehzahl n= 250 rain-l). 
Ftir die Metallogenium-ZNllung wurde eine definierte Proben- 
menge fiber 0,45 pm Membranfilter mit Gitternetzlinien (Sartorius) 
filtriert, mit 10 ml destilliertem Wasser gespfilt und getrocknet. Die 
anschliegende Einbettung des Filters in ImmersionsN ftihrt zu einer 
Transparenz des Filtermaterials und erm6glicht damit die AuszS.h- 
lung direkt unter dem Lichtmikroskop (Firma Olympus). Ffir jede 
Zghlung kamen Triplikate zur Auswertung, wobei pro Filter minde- 
stens 100 Metallogenium-Strukturen gez~ihlt wurden. AnschlieBend 
Wurden Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet. 
3. Theoretischer Hintergrund 
Alle bisherigen Versuche, Metallogenium unter Laborbedin- 
gungen zu kultivieren, verliefen erfolglos (GREGORY et al. 
1980; KLAVENESS 1977; SCHMIDT 1979). Da bei bisherigen 
Versuchsansfitzen zur Kultivierung yon Metallogenium 
unter statischen Bedingungen, wie es die Plattenmethode 
oder die Batchkultur darstellt, gearbeitet wurde, bot es sich 
an, eine weitere Aufkl~irung fiber die Natur von Metalloge- 
nium mittels kontinuierlicher Kultur zu versuchen. Gerade 
bei sensiblen Organismen mit engen Toleranzbereichen be-
ztiglich wichtiger Umweltfaktoren bietet die kontinuierliche 
Kultur im Gegensatz zum Batch eher Wachstumsbedingun- 
gen ftir diese Organismen, da sich die natfirlichen Verh~ilt- 
nisse besser und fiber einen l~ngeren Zeitraum nachbilden 
lassen. 
Die Theorie, Nutzung und die Vorteile der kontinuierli- 
chen Kulturmethode im Chemostat sind gut bekannt und 
waxen wiederholt Gegenstand vieler Arbeiten und Reviews 
(z.B. HERBERT 1968; HERBERT et al. 1956; MALEK & FENCL 
1966; PIR7 1975; TEMPEST 1970; VELDKAMP 1976). Das 
System zeichnet sich dutch weitgehend gleichbleibende 
Milieubedingungen aus. 
Die Zuwachsrate der Zellen bzw. Individuenzahlen im
Kulturgef~ig kann nach folgender Gleichung beschrieben 
werden: 
Anderungsrate d r Zellkonzentration = Wachstumsrate der Zel- 
len -Auswaschung der Zellen durch den Abflug bzw. 
dx 
- -  =p x-Dx 
dt 
wobei x die Zellkonzentration m KulturgefiiB und D die Ver- 
dtinnungsrate ist.Erreicht die Verdfinnungsrate den Weft yon 
u .... so wird die Kultur ausgewaschen. Istjedoch D < ~ .... 
so stellt sich in der Kultur ein steady state (FlieBgleichge- 
wicht) ein; d. h. dx/dt = 0 und ~l = D. 
4. Ergebnisse 
Das Verhalten yon Metallogenium wurde in 7 Versuchsans~it- 
zen bei jeweils unterschiedlicher Verdfinnungsrate im Be- 
reich von 0,096 d -1 bis 1,18 d q untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 1 zusammengestellt. In den Einzeldiagrammen 
ist jeweils die Metallogenium-Dichte, als Coenobien pro 
Milliliter, gegen die Zeit aufgetragen. Die Diagramme in 
Abb. lb-g zeigen einen charakteristischen Verlauf, wobei 
sich beztiglich der Metallogenium-Anzahl nach 2 bis 3 
Tagen ein Flieggleichgewicht (steady state) herausbildet 
und auch tiber mehrere Tage stabil bleibt. Die Metalloge- 
nium-Konzentration folgt bei einer Verdtinnungsrate yon 
D = 0,096 d -1 (Abb. la) prinzipiell auch dem oben beschrie- 
benen Trend, doch zeigt das System deutliche Instabilit~iten. 
Die Ursache ftir die fehlende Konstanz des steady state ist in 
der geringen Verdtinnungsrate zu suchen. Bei diesem Vet- 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Metallogenium-Dichte 
(N/ml) im Chemostat bei sieben verschiedenen Verdtin- 
nungsraten im Bereich von 0,096 d 1 (a) bis 1,18 d -1 (g). 
Fig. 1 Relation between time and abundance of Metallo- 
genium (N/ml) in a flow-through reactor under different 
dilution rates from 0.096 d -1 (a)to 1.18 d -1 (g). 
suchsansatz ist bereits ein Wert erreicht, wo sich das System 
einer Batch-Kultur n~ihert. Der Austausch von N~ihrstoffen 
und/oder hemmenden Stoffwechselprodukten ist so gering, 
dab die Metallogenium-Population nicht dauerhaft Bedin- 
gungen ffir ein exponentielles Wachstum findet. 
Dem Einschwingprozeg der Metallogenium-Population 
auf den steady state-Wert geht in den Versuchsans~itzen c his 
g ein kurzfristiger Anstieg (Metallogenium-Peak n ch etwa 
einem Tag; Abb. lc=g) voraus. In dieser Phase ist die spezifi- 
sche Wachstumsrate l~ vorfibergehend gr6Ber als die Wachs- 
tumsrate im steady state; das heiBt auch,/a ist gr6Ber als die 
Verdfinnungsrate D. Diese Verschiebung in der Wachstums- 
rate ist mit einem vorfibergehenden Uberschug an einem 
nicht n~iher definierten Substrat S durch eine h6here Start- 
konzentration So zu Beginn der Durchflugkultur zu erkl~iren. 
Detaillierte Erl~iuterungen und Computersimulationen zum 
Einschwingverhalten yon Biomasse und Zellzahl in kontinu- 
ierlichen Kulturen mit unterschiedlichen Startbedingungen 
bringt BER6TER (1983). 
Die mittlere Metallogenium-Dichte im Flieggleichge- 
wicht der Versuchsans~itze a bis g wurde in Abb. 2 als Funk- 
tion der Verdfinnungsrate dargestellt (dtmne Linie). Die 
Kurve entspricht weitgehend der Wachstumstheorie von Mi- 
kroorganismen (dicke Linie), auch wenn die Kultur nicht 
v611ig ausgewaschen wird, wenn D den Wert von p .... er- 
reicht und fiberschreitet. Die unvollst~indige Auswaschung 
von Metallogenium bei Verdfinnungsraten fiber 0,8 d -~ kann 
mit Inhomogenit~iten im Reaktor infolge einer zunehmenden 
Vererzung und Verklumpung der Metallogenium-Strukturen 
erkl~irt werden. Je gr6Ber die Verdfinnungsrate wird, um so 
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Abb. 2. Mittlere Metallogenium-Dichte im Flieggleichgewicht der Versuchsansgtze a bis g (vgl. Abb. 1) als Funktion der VerdiJnnungsrate. 
Fig. 2. Mean values of the abundance ofMetallogenium in steady state as a function of the dilution rate (compare Fig. 1). 
unbedeutender wird eine Verarmung an zweiwertigem Man- 
gan durch die Oxidation im Reaktionsgef~iB. Das bessere An- 
gebot an zweiwertigem Mangan ftihrt zu st~keren Mangan- 
oxidhydroxidablagerungen auf den Metallogenium-Struk- 
turen und damit zur Erh6hung ihres spezifischen Gewichtes. 
Gegen Ende der Versuche (Ans~itze -g) konnten Prezipi- 
tationen und Verklumpungen von mehreren Ceonobien be- 
obachtet werden. Dies bedingt wiedemm eine verst~rkte Se- 
dimentation, die auch durch das R~ihren nicht vollst~indig 
kompensiert werden konnte. Die Bodensatzbildung ist be- 
zfiglich ihrer Wirkung mit Wandbewuchs im Reaktor zu ver- 
gleichen, wie er z.B. von TOPIWALA & HAMER (1971) be- 
schrieben wurde. Auch in solchen Experimenten mit Wand- 
bewuchs ist keine vollkommene Auswaschung bei hohen 
Werten von D erreichbar. Gleichzeitig wurden in den Ans~it- 
zen 5 bis 7 mit fortschreitender Versuchsdauer immer weni- 
ger zarte, gering inkrustierte (hellbraune) Strukturen gefun- 
den. Im Gegensatz dazu konnten in den Versuchsans~tzen a 
bis d w~ihrend er gesamten Expositionszeit gering inkru- 
stierte Strukturen (junge Stadien) gefunden werden. Ftir die 
Interpretation der Ergebnisse daft deshalb die Abszisse in 
Abb. 2 um den pseudo-steady-state-Mittelwert der Ver- 
suchsans~itze e bis g verschoben werden (gestrichelte Linie). 
Mit Hilfe dieser Korrektur kann die Verdfinnungsrate mit 
Auswaschung und damit die maximale Wachstumsrate Pm,x 
von Metallogenium bei 15 °C mit etwa 0,7 d -1 angegeben 
werden. 
5. Diskussion 
Metallogenium war wiederholt Gegenstand von Untersu- 
chungen (DIZM 1983; GREGORY et al. 1980; JAQUET et al. 
1982; KLAVENESS 1977; MIYAJIMA 1992a, b, SCHMmX 1979). 
Alle diese Autoren stimmen darin tiberein, dab Metalloge- 
nium einen bedeutenden Platz im Mangankreislauf stehender 
Gew~isser einnimmt. An den Metallogenium-Strukturen wird 
das gel6ste zweiwertige Mangan in betr~ichtlichem Mage zu 
unl6slichem, vierwertigem Mangan oxidiert. Metallogenium 
ist jedoch unter den Manganoxidierern auch die am st~ksten 
kontrovers diskutierte Gruppe, und ihre Natur ist weiterhin 
nicht endgtiltig eklSxt. 
Die Tendenz verschiedener Autoren (GREGORY et al. 
1980; KLAVENESS 1977) die betebte Natur von Metalloge- 
nium zu bestreiten, grfindet sich unter anderem auf die er- 
folglosen Kulturversuche. Diese Kulturversuche wurden 
ausschlieglich unter statischen Bedingungen durchgeffthrt. 
Dies k6nnte eine Ursache daffir sein, dag die genannten 
Autoren Negativresultate verzeichnen mul3ten. Die yon 
ZAVARZIN (1961, 1964) vorgestellte binS.re Kultur mit hetero- 
trophen Pilzen oder die Nutzung eines serumhaltigen Me- 
diums bleibt in der Fachdiskussion umstritten. Es erscheint 
unrealistisch, dab eine ausreichende Versorgung von Metal- 
logenium im Gew~isser dutch irgendeine Pilzbiomasse oder 
solch komplexe Organika wie Seren in natfirlichen Habitaten 
sichergestellt werden kann. 
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Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich darauf, Metal- 
logenium aus der Wahnbachtalsperre unter Laborbedingun- 
gen in einem DurchfluBreaktor in Kultur zu halten. Die Er- 
gebniss e liefern neues Beweismaterial, die die Hypothese 
einer mikrobiologischen Natur von Metallogenium stfitzen. 
Metallogenium verhNt sich im Chemostat wie ein Mikro- 
organismus. Das charakteristische V rhalten gegenfiber un- 
terschiedlichen Verdfinnungsraten, wie es in der Abb. 2 dar- 
gestellt wurde, ist einzig ffir Mikroorganismen typisch. Die 
Verluste durch Abschwemmung aus dem Reaktor werden 
von Metallogenium durch Wachstum und Vermehrung kom- 
pensiert, so dab sich ein FlieBgleichgewicht fiber mehrere 
Tage herausbilden kann. Nur Mikroorganismen sind in der 
Lage, ein stabiles FlieBgleichgewicht aufrechtzuerhalten, 
wenn die Verdfinnungsrate in einem gewissen Bereich vari- 
iert wird; sie darf nur nicht ~ama X fibersteigen. Der Kurvenver- 
lauf entspricht weitgehend em einer Monod-Kinetik, auch 
wenn die Kultur nicht v611ig ausgewaschen wird, wenn die 
Verdfinnungsrate D den Wert von ~ .... erreicht und fiber- 
schreitet. Aus dem angepaBten Kurvenverlauf ffir die Metal- 
logenium-Zahl im Fliel3gleichgewicht kann man die maxi- 
male Wachstumsrate ~tma x bei 15 °C mit etwa 0,7 d -1 approxi- 
mieren. Dieser Wert liegt in einem Bereich, wie er ffir maxi- 
male Wachstumsraten yon langsamwachsenden gr6geren 
Mikroorganismen typisch ist. 
DaB Metallogenium eher unter Chemostatbedingungen 
als in Batch-Kultur zu halten ist, wird auch mit der Arbeit 
von MASON (1995) untermauert. Er konnte eine Zunahme 
von Metallogenium-Strukturen in einem inhomogenen 
Durchflugsystem beobachten. 
Mit den eigenen Ergebnissen werden auch die Befunde 
von SCHULTE (1994) gestfitzt, der innerhalb der Metallogeni- 
um-Coenobie zellul~e Strukturen dokumentierte. Hinweise 
auf die Beteiligung von Mikroorganismen a der Entstehung 
der MetaIlogenium-Strukturen finden sich auch bei anderen 
Autoren. Es ist bekannt, daB in vielen Gew~issern die oxidati- 
ve Manganprezipitation a der MnOx/Mn2+-Grenze durch 
manganoxidierende Bakterien verrnittelt wird (CHAPNICK et 
al. 1982; EMERSON et al. 1982; NEALSON et al. 1988), wobei 
die Aussagen icht explizit auf Metallogenium ausgerichtet 
sind. Diese Ergebnisse basieren auf Untersuchungen mit 
radioaktiven Tracersubstanzen und biologischen Hemm- 
techniken. DIEM (1983) zeigte, daB die Elimination von 
Mangan(II) im Beisein von Metallogenium eine Zeit- und 
Temperaturabh~ingigkeit aufweist, wie sie typisch ftir biolo- 
gische Systeme ist. Er ftihrt aus, daB Mangan(II) durch Me- 
tallogenium it der Wirkung einer biologischen (enzymati- 
schen) Katalyse oxidiert wird. Auch TIPPING (1984) schlug- 
folgert aus der gefundenen Temperaturabhiingigkeit, dab die 
Manganoxidation im Gew~isser ein biologisch vermittelter 
Prozeg ist. Die Bedeutung der biologischen Prozesse im Ver- 
gleich zu den rein chemischen bei der Prezipitation yon 
Mangan im Biwa-See (Japan) wurde yon KAWASHIMA et al. 
(1988) mittels biologischer Inhibitationen herausgearbeitet. 
MIYAJIMA (1992a) beschreibt f ir den Biwa-See gr6f3ere Me- 
tallogenium-Abundanzen w~hrend er Zeit der Sommersta- 
gnation. In Laborversuchen mit diesem Seewasser kann 
MIYAJIMA (1992a) bei seinen Untersuchungen die Mangano- 
xidation durch die Zugabe des Respirationshemmers NaN 3 
komplett unterbinden und schlugfolgert, dab der 
Manganprezipitationsprozel3 mit der Stoffwechselaktivit~it 
des Manganoxidierers Metallogenium assoziiert ist. Auch 
MASON (1995) fand aufgrund einer Vielzahl yon Laborbe- 
funden, dab die Oxidation von Mn(II) durch Metallogenium 
fiber eine biologische Katalyse stattfindet. Gleichzeitig 
schliigt er einen neuen Reaktionsmechanismus undein Ge- 
schwindigkeitsgesetz ffir die Oxidation yon Mn(II) vor, die 
den abiotischen ProzeB der Metalladsorption mit der biologi- 
schen Katalyse kombinieren. 
Zusammenfassung 
Lange Zeit wurde die Natur von Metallogenium spec. in der Litera- 
tur kontrovers diskutiert. Eine stabile Kultur von Metallogenium 
unter Laborbedingungen wurde bisher nicht beschrieben, abgesehen 
yon einer bin~en Kultur mit heterotrophen Pilzen oder die Nutzung 
eines serumhaltigen Mediums. Das Verhalten von Metallogenium 
wurde daraufhin mit 7 Versuchsansiitzen in einem Chemostat mit 
sterilfiltriertem (0,2 pro) Rohwasser aus der Wahnbachtalsperre bei
Verdtinnungsraten zwischen 0,096 d -1 und 1,18 d -1 untersucht. Im 
Chemostat bildete sich nach 2 bis 3 Tagen ein FlieBgleichgewicht 
heraus, dab fiber mehrere Tage stabil blieb. Die Abh~ngigkeit der 
Wachstumsrate yon der Verdfinnungsrate l~il3t sich mit einer Kurve 
entsprechend der Monod-Kinetik beschreiben. Dieses charakteristi- 
sche Verhalten gegentiber unterschiedlichen Verdtinnungsraten ist
einzig ffir lebende Mikroorganismen typisch. Es kann ftir Metalloge- 
nium eine maximale Wachstumsrate von 0,7 d -1 bei 15 °C kalkuliert 
werden. 
Die wichtigste SchluBfolgerung aus den Experiment ist, dab Me- 
tallogenium eine lebende Struktur ist bzw. die sternf6rmige Struktur 
durch einen Organismus gebildet wird und unter naturnahen Bedin- 
gungen kultiviert werden kann. 
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